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La presente invention concerne de nouvelles compositions cosnnetiques ou dermatologiques pour les 
soins d la p au, caract^hsees en ce qu'elles renfennent des ribosomes extraits de cellules vegetales. ani- 
males ou de micro-organ ismes. 

Ces nouvelles compositions sont destinees notamment a retarder les signes de vieillissement de la peau. 

Au fur el a mesure du developpement du vieillissement cutane, des modifications interviennent, surtout 
au niveau epidermlque et dermique. 

Au sein de I'epiderme, la production de cellules nouvelles ne compense plus la desquamation et I'dplderme 
s'amincit progressivement. 

Les glandes sebacees sont fonctionnellement motns actives et la peau deviant alors s6che. 

Au niveau du derme, la formation de collag^ne jeune, responsable de la tonicite cutan^e. se ralentit par 
diminution de Tactivite secretrice des fibroblastes. Des liaisons crols^es intermol6culaires au sein des fibres 
de coHagene se multiplient, entratnant une rigidite structurale, une reduction de la capacity d*absorption d'eau, 
une diminution des apports nutritionnels et d'oxygene. 

Ces transformations nefastes provoquent une perte d'^lasticit^, une d^shydratation, une asphyxle et une 
s^cheresse cutanee. 

Ces phenomenes condulsent ci I'apparition de rides, notamment au niveau du visage ou la peau est par- 
ticulierement agressee par des facteurs d*origine externe (intemperies, pollution, radiations lumineuses) et par 
des facteurs d'origine interne (maladies, augmentation de Tage). 

De nombreuses preparations cosm^tiques destinies li combattre le vieillissement de la peau existent deja 
sur le marche. 

Ces preparations connues renferment des composes tres varies, tels que des extraits biologiques, par 
exemple des extraits placentaires, du collag^ne, des melanges polyvitamin6s, des acides gras essentiels. 

On connait egalement des compositions cosmetiques renfermant du serum de veau foetal, des extraits 
d'organes tels que thymus ou rate, des extraits animaux, decrites par exemple dans la demande de brevet 
frangais n° 84 19446. 

Cependant jamais encore n*a et6 d6crite Tutilisation en cosm6tologle des propri^t^s topiques reelles de 
ribosomes, ni n'ont 6t6 utilises les ribosomes extraits de cellules vegetales, animales ou de micro-organismes, 
pour lutter centre le vieillissement cutane. 

Les ribosomes sont des organelles sub-cellulaires composes d*ARN et de proteines impliques dans la 
synthase des proteines. 

A titre d'illustrations, on peut noter que les ribosomes de E. coll (gram") sont constitu6s des fractions : 
70 S (M : 2,7.106 dalton) 

SOS (M : 1,8.106 dalton) 

SOS (M : 0,9.106 dalton) 

A leur tour les fractions 50 S et 30 S ont la composition suivante : 
50 S : 34 proteines, 2ARN (23 S, 5S) 

30 S : 21 proteines, 1ARN (16 S). 

II vient d'etre demontr6 et c'est Tobjet de la presente invention que ces ribosomes poss^dent un remar- 
quable pouvoir stimulant et regenerant et qu'ils sont doues d'un effet stimulant sur la croissance cellulaire. 

Ces differentes proprietes lllustrees plus loin dans la partie experimentale, peuvent etre avantageusement 
mises ^ profit en dermatologie et en cosmetologie. 

L'un des avantages qu'apportent les compositions de la presente invention sur les compositions connues 
de Tart ant6rieur est. par exemple en remplagant le serum de veau foetal par des ribosomes extraits de cellules 
vegetales, animales ou de micro-organismes, d*eviter les risques d'infection virale, tels que par exemple les 
risques d'infection par des prions qui sont de nouveaux agents infectieux apparus depuis le milieu des ann6es 
1980 et responsables de r^pid^mre dite des vaches folles ou enc^phalite bovine spongiforme. 

D'autre part, I'identite des souches ou, en general, des cellules, a partir desquelles on extrait les ribosomes 
est facile d verifier en permanence, ce qui assure une parfalte reproductibilit6 de Textrait employe quant ^ 
son origine g^n^tique et d sa composition. 

La presente Invention concerne notamment des compositions cosmetiques ou dermatologiques telles que 
definies ci-dessus, caracteris^es en ce que les ribosomes sont extraits de micro-organismes eucaryotes ou 
procaryotes, de bacteries Gram" choisies dans le groupe forme par Klebsiella pneumoniae, Hafnia, Escherichia 
coli, Klebsiella ozoenae, Enterobacter chloacae, Pseudomonas aeruginosa et Proteus ou de bacteries 
Gram^ telles que par exemple le Bacillus subtilis, Arthrobacter sp., Lactobacillus ou le Staphylococcus tel que 
Staphylococcus aureus. 

Parmi les ribosomes extraits de bacteries gram" on retient notamm nt les ribosomes extraits des bacteries 
gram" choisies dans le groupe forme par Klebsiella pneumoniae, Hafnia ou Escherichia coll. 

La presente invention concerne done plus particulierement les compositions telles que definies ci-dessus. 
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caractehs^es en ce que les ribosomes sont extraits de bact^ries Gram~ choisies dans le groupe form6 par 
Klebsiella pneumoniae, Hafnia, Escherichia coli. 

ParmI les ribosomes extraits de Klebsiella pneumoniae on peut citer par exemple les ribosomes extraits 
de la souche de Klebsiella pneumoniae deposee ^ Unstitut Pasteur a Paris sous le n** 1-163. 

Parmi les ribosomes extraits d'Hafnia, on peut cit r par exemple les ribosomes extraits de la souche 
d*Hafnia deposee k Tlnstitut Pasteur a Paris sous le n° 1-868. 

Parmi les ribosomes extraits d'Escherichia coli, on peut citer par exemple les ribosomes extraits de la sou- 
che d*Escherichia coll, deposee a I'lnstitut Pasteur ^ Paris sous le n** 1-870 ou de la souche MRE600 du Mi- 
crobiological Research Establishment, Salisbury, England. 

Dans les compositions de I'invention, I'extrait de ribosomes peut etre utilise sous forme pulverulente ou 
sous forme de suspension aqueuse. 

Linvention concerne notamment des compositions cosmetiques ou dermatologiques telles que definies 
ci-dessus, caracterisees en ce qu'elles renferment 5.10-5 o/^ ^ ^ o/^ poids d'une suspension de ribosomes 
extraits de micro-organlsmes ou de cellules d*organisme superieur : cellules v^g^tales ou animates. 

L'invention concerne plus particulierement les compositions telles que definies ci-dessus, caracterisees 
en ce qu'elles renferment 0,005 % a 0,05 % en poids d'une suspension de ribosomes extraits de cellules ve- 
getales, ani males et notamment de micro-organismes. 

L'invention concerne tout particulierement les compositions telles que definies ci-dessus, caracterisees 
en ce qu'elles renferment 0,01 % en poids d'une suspension de ribosomes extraits de cellules vegetales, ani- 
males et notamment de micro-organismes. 

Les ribosomes peuvent etre prepares selon les methodes usuelles connues de I'homme du metier. 

La pr^sente invention s'est ^galement attachee d la preparation des ribosomes extraits de cellules vege- 
tales, animates et notamment de micro-organismes. 

La presente invention concerne done §galement les compositions telles que definies ci-dessus, caracte- 
risees en ce que les ribosomes extraits de micro-organismes sont prepares selon les stapes successlves sui- 
vantes ; 

- culture sur un inilleu liquide ou solide de la souche de micro-organismes, 

- recolte apres complet d6veloppement des micro-organlsmes, 

- lyse des micro-organismes, 

et traitement de ce lysat par centrifugatlon, precipitation au sulfate. d'ammonium, centrifugation. tami- 
sage moleculaire, precipitation au PEG 6000, centrifugation et dialyse de la solution obtenue. 
Les milieux sur lesquels peuvent etre cultivees les micro-organismes sont les milieux liquide ou solide 
usuels et bon marche incluant une source de carbone, une source d'azote d'origine naturelle ou inorganique 
et des sels min^raux, tels qu'ils sont bien connus par Thomme du metier. La litt^rature donne de nombreux 
exemples de tels milieux de culture. On peut citer par exemple le chapitre 1.6 "Culture media" du livre "Bio- 
chemical Engineering and Biotechnology Handbook", 2nde edition 1991 (Stockton Press). 

Les micro-organismes apres recolte sont repris dans un tampon tel que par exemple le tampon polymix 

I : 



I 
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On proc6de alors d la lyse des micro-organismes par exemple par lyse d haute pression ou encore par 
broyage a I'alumine. 

Puis on centrifuge le lysat obtenu d environ 10.000 d 13.000 rpm et pr^cipite les prot6ines de preference 
25 au sulfate d'ammonium, a la concentration de 210 mg/ml et ajust6 ^ pH = 7,5. Aprte une nouvelle centrifuga- 
tion. puis un tamlsage moleculaire et une ^lution dans le tampon polymix II : 



40 



MgCl2 


5 mM 


pH = 7.5 


CaCIa 


0.5 mM 
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Spermidine 
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Tricine 


20 mM 
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la fraction contenant les ribosomes est pr6cipitee de preference par du PEG 6000 ^100 mg/ml. 

Apr^s centrif ugation, la solution obtenue est dialys^e environ une nuit contre un tampon tel que par exem- 
ple 



45 



Tris/Hcl 


20 mM 




NH4CI 


60 mM 




Mg(OAc)2 


10 mM 


pH = 7.6 



On obtient ainsi les ribosomes extraits de micro-organismes attendus. 
Un tel exemple de preparation des ribosomes est donne ci-apres. 

On peut noter que le protocole de purification des ribosomes pourrait ^tre arrete soit ^ Tissue des centri- 
f ugations apr^s lyse des cellules des micro-organismes, soit k Tissue de la centrif ugation apr^s Tetap>e de 
55 precipitation des protSines au sulfate d'ammonium. 

Jusqu*ici il 6tait connu et usuel d'utiliser en culture cellulaire in vitro comme facteur de croissance cellulaire 
des composes en melange tels que du serum animal, en concentration de Tordre de 10 %, et plus particuli^ 
rement le s^rum de veau foetal, ou des substituants synth^tiques de celui-cl qui sont commercialises ^ un 

4 
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prix eleve et dont la composition est tenue secrete, ex. Ultroser HY (IBF), NU-SERUM (Sochibo), et/ou des 
facteurs individuels tel le facteur de croissance ^pidermique "EGF" (Epidermal Growth Factor). 

Jamais encore, et c'est ^galement I'objet de la presente invention, n'avaient et^ utilises des ribosomes 
comma facteur de croissance cellulaire in vitro, d des concentrations, en plus, tr^s faibles qui ont et^ d^f inies 
5 ci-dessus. 

La presente invention concerne done partlculi^rement rutllisatlon en alternative 6conomiquement trds 
avantageuse aux supplements ci-dessus cit^s, de ribosomes extralts de micro-organismes comme facteur de 
croissance de cultures cellulaires in vitro. 

De tels ribosomes peuvent etre pr^par^s arnsi qu'il est indiqu^ ci-dessus. 
10 Dans le cadre de la presente invention, on a etudi^ le pouvoir stimulant des ribosomes selon Tinvention 

par comparaison avec celui du serum de veau foetal et du facteur de croissance Spidermique (EGF) constttuant 
ici le milieu temoin positif, dans des cultures de keratinocytes de T^piderme humain. 

Un exemple d'une telle 6tude, qui montre la sup^riorite i du pouvoir stimulant sur la croissance cellulaire 
des ribosomes sur les composes connus et couramment utilises qui sont le serum de veau foetal et le facteur 
15 de croissance epidermique EGF est decrit ci-apr6s. 

La presente invention concerne done tout particulierement rutllisation de ribosomes extraits de micro-or- 
ganismes comme facteur de croissance de culture de keratinocytes in vitro. 

Par ailleurs, en etudiant Tactlvite des ribosomes de la presente demande, on a constate que ceux-ci pre- 
sentaient une remarquable activity inductrice 'like" de TEGF (Epidermal Growth Factor) facteur de croissance 
20 epidermique, sans presenter ia toxiclte de ce dernier. De ce fait les ribosomes peuvent etre utilises pour faciliter 
la regeneration de la peau et de Tepiderme. 

Ainsi les prophet^s r^g^n^rat rices cutan^es par stimulation de la croissance cellulaire des cornpositions 
selon invention leur conferent une eff icacite dans la lutte contre le vieillissement de la peau. 

La dose usuelle, variable selon le produit utilise, le sujet traite et I'affection en cause, peut etre, par exem- 
25 pie de 50 meg ^ 5 mg par jour en applications locales chez Thomme. 

Uinvention a particulierement pour objet les compositions cosmetiques ou dermatologiques telles que d^- 
finies ci-dessus, caract^risees en ce qu'elles se presentent sous forme de preparations liquides ou solides d 
usage topique et notamment les compositions cosmetiques ou dermatologiques telles que def inies ci-dessus 
caracterisees en ce qu'elles se presentent preferentiellement sous une des formes suivantes : 
30 - des gels aqueux, 

- des gels gras, 

- des emulsions simples, eau dans huile, 

- des emulsions simples, huile dans eau, 

- des emulsions multiples, par exemple : 

35 - eau dans huile dans eau ou huile dans eau dans huile, 

- une emulsion triple eau dans huile dans eau, 

- une emulsion triple huile dans eau dans huile, 

- une emulsion huile dans eau contenant des cristaux liquides, 

- des emulsions complexes contenant des cristaux liquides formant des bicouches lipidiques entourant 
40 des phases grasses, 

- des pseudo-emulsions (dispersion d'une phase huileuse ou d*une emulsion eau dans huile dans une 
phase aqueuse geiifiee, sans tensio-actifs traditionnels), 

- des micro-emulsions huile dans eau ou eau dans huile. 

- des emulsions contenant deux phases huiles dispersees, differentes et insolubles entre elles, 

45 - une pseudo-emulsion ou dispersion d'une phase grasse dispersee dans une phase aqueuse et stabili- 

see avec du Labragel (R), du Pemulen (R), de THypan (R), de la gomme xanthane, de la CMC, de Thy- 
droxyethyl cellulose, de I'Amigel (R), de la Polyvinyl- pyrrol idone, de TAmercell HM 1500 (R), ou un me- 
lange de deux ou plusieurs de ces gelifiants. 
Les compositions selon Tinvention peuvent le cas echeant contenir des f iltres, des 6crans aux radiations 
so solaires, des extraits vitamines, des parf ums, des conservateurs, des anti-oxydants, des colorants. 

Les compositions dermatologiques peuvent etre, par exemple, solides ou liquides et se presenter sous 
les formes dermatologiques couramment utilisees, comme par exemple, les cremes, les gels, les pommades, 
les lotions, les taits pour la peau, les gouttes, les collyres, les aerosols, les shampoings ou sous forme de li- 
posomes ; elles sont preparees selon les methodes usuelles. Le ou les principes actifs peuvent y etr incor- 
55 pores ^ des excipients habituellement employes dans ces compositions pharmaceutiques, tels que le talc, la 
gomme arabique, le lactos , Tamidon, le stearate de magnesium, le b urre de cacao, les vehicules aqueux ou 
non, les corps gras d'origine animale ou vegetale, les derives paraffin iques, les glycols, les divers agents 
mouillants, dispersants ou emulsifiants, les conservateurs. 

5 
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Ces compositions selon Tinvention peuvent renfermer le cas echeant en plus des rlbosomes extraits d 
microorganismes, d*autres composes actifs ayant des proprietes cutan^es particuli^res. 

Ainsi, ces compositions selon I'invention peuvent contenir par exemple Tac^tate d'oleyie. Ce produit a des 
proprietes anti-lipasique et previent directement la formation de comedons et de points noir. 

Les compositions ainsi obtenues renferment deux constituants qui par leur action combinee constituent 
un produit bien adapts aux peaux d tendance acn^ique. 

Ces compositions selon invention peuvent aussi renfermer le cas Echeant un compose favorisant la ci- 
catrisation des lesions de Tacne, tel que par exemple, un extrait de Centella Asiatica et plus particuli^rement 
un extrait glycolique ou un extrait sec titre de Centella Asiatica. 

D'autres substances telles que I'huile d'onagre, les acldes amines peuvent aussi y etre incorporees. 

L'invention a done plus particuli^rement pour objet des compositions dermatologiques, caract§ris6es en 
ce qu'elles renferment des ribosomes extraits de microorganismes et le cas echeant un ou plusieurs des pro- 
duits choisis parmi Tacetate d'oleyie, I'extrait sec titr^ de Centella Asiatica, I'huile d'onagre, les acides amines. 

Les compositions cosmetiques selon {'invention peuvent se presenter sous toutes les formes utilisees en 
cosmetologie : cr^me ou gel en pots ou en tubes, lait ou lotion en flacons de verre ou de mati^re plastique et 
eventuellement en flacon-doseur, ampoule, aerosol. 

L'invention concerne done des compositions cosmetiques, caracterisees en ce qu'elles se pr^sentent sous 
forme de creme, gel, lait. lotion, emulsion, savon liquide, pain dermatologique, ou shampoing. 

Pour chaque forme, on a recours d des excipients appropries. Ces excipients doivent avoir toutes les qua- 
lites habituellement demandees. lis doivent etre doues d'une grande aff inite pour la peau, etre parfaitement 
bien toleres, stables, presenter une consistance adequate, permettant une utilisation facile etagreable. 

A titre d*exemples d'excipients pouvant gtre utilises, on peut citer notamment les hydrocarbures, les huiles 
de silicones, les triglycerides d'acrde gras, les triglycerides de synthese, les cires vegetales, animales ou mi- 
n^rales, les acides et les alcools gras, les esters d'acides gras ou d'alcool gras, les amides d'acide gras, la 
lanoline, les tensio-actifs non ioniques, les tensio-actifs anioniques, les polysaccharides gelifiants naturals 
ou synthetiques, la chitine d^sacetylee, les derives de cellulose, les derives de guar, la polyols, les polyalky- 
l^neglycols, les charges min^rales, les pigments organiques ou les laques de colorants organiques ainsi que 
d'autres excipients connus et couramment utilises tels que, par exemple, les polymferes de type carboxyviny- 
lique, les polyethyleneglycols, le propylene glycol, des derives steariques tel que, par exemple. le stearate de 
glycerol, des alcools tels que. par exemple, les alcools stearyliques, les alcools cetostearyliques, Talcool c6- 
tylique, l'6ther cetylique polyoxyethylene, des huiles v6g6tales telles que I'huile d'avocat, I'huile de tournesol, 
des huiles minerales telles que I'huile de vaseline, la glycerine, des derives de la lanoline, du talc, des mouil- 
lants, des epaississants, des stabilisants, des ^mulsionnants, des conservateurs, des parfums, des colorants. 

Enf in des f litres solaires et des r^flecteurs solaires peuvent etre ajoutes ^ ces compositions cosmetiques 
pour leur conferer un pouvoir protecteur vis ^ vis des rayonnements solaires. Lorsque ces additifs sont inso- 
lubles dans les phases huiles et aqueuses, ils constituent done une phase suppl6mentaire. II seront choisis 
par exemple parmi les produits suivants : 

- les perfluoro^thers comme les FOMBLIN (R) de la Society Montecatini, 

- les pigments insolubles comme : 

. les oxydes de titane, 
. oxyde de titane rutile, 
. oxyde de titane anatase, 

. oxyde de titane pyrog6n6 comme le P 25 (R) de Degussa, 
. oxyde de titane micronise dans le SUN VEIL (R) d'Ikeda, 

. oxyde de titane traits en surface par des silicones ou par des acides amines, ou par de la lecithine, 
ou par des st^arates metalliques, 

. oxyde de fer, 

. oxyde de fer traits en surface par des silicones, ou par des acides amines, ou par de la lecithine, ou 

par des stearates metalliques. 
. oxyde de zinc, 

. oxyde zinc micronise comme TUFZO (R) de Cosmo Trends Corporation, 
. mica recouvert d'oxyde de titane. 
Les differentes formes cosmetiques mentionnees ci-dessus peuvent etre obtenues selon les methodes 
usuelles utilisees dans ce domaine. 

La pr^sente invention concerne tout particuli^rement les compositions cosmetiques ou dermatologiques 
telles que def inies ci-dessus, caracterisees en ce que leurs excipi nts sont adapt^s h I'application sur le visage, 
le cou et les mains. 

La pr^sente invention concerne 6galement Tapplication k titre de produit cosm^tique de compositions ca- 
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racterisees en ce qu'eiles renferment des ribosomes extraits de micro-organismes. 

La presente invention concerne notamment une methode de traitement cosmetique de r^g^n^ration et de 
lutte contra le vieillissement de la peau caract^ris^e en ce que Ton applique sur la peau une quantity suff Isante 
d'une composition cosmetique telle que definie ci-dessus. 
5 Les exemples donnes ci-dessous illustrent invention sans toutefois la timiter. 

EXEMPLE 1 : Preparation de ribosomes 

La technique utilis6e derive de celle d^crite dans Tarticle r^f^rence comme suit : JELENC P. Rapid puri- 
10 fication of highly active ribosomes from Escherichia coli. Anal Biochem 1980 ; 105 : 369-74. 

La souche utilisee est E. coli MRE600 de Microbiological Research Establishment, Salisbury, England, 
congelee et conservee k -20''C. 
Les 3 tampons utilises sont : 



15 Tampon polymix I : 



20 



25 



30 
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CaCl2 
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Tampon TRIS : 

50 










TRIS HCI 


20 mM 


pH = 7,6 




NH4CI 


60 mM 




55 


Mg(OAc)2 


10 mM 





Toutes les manipulations sont effectuSes d 4°C. 
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- 127 g (poids humide) de bacteries E. coli sont d^congel^es et reprises dans 254 ml de tampon polymix 
I 

- lyse des bacteries par trois passages k haute pression : V = 490 ml 

- centrifugation : 30 minutes ^ 13000 rpm : V = 400 ml 

- c ntrifugation : 30 minutes a 13000 rpm : V = 370 ml, DO260 = 112480 

- precipitation des prot^ines par sulfate d'ammonium (210 mg/ml) ; ajustement du pH d 7,5 

- agitation 30 minutes, V = 395 ml 

- centrifugation 30 minutes a 13000 rpm, DO260 - 82855 

- surnageant depos6 sur SEPHACRYL S 200, preequilibrage et elution par tampon Polymix II 

- les fractions qui contiennent les ribosomes sont precipitees par le PEG 6000 (100 mg/ml) 

- agitation 30 minutes 

- centrifugation 15 minutes ^ 10.000 rpm 

- dialyse une nuit contre 5 litres de tampon Tris. 



Expression des resultats et mdthodes de calcul 



Une unite A260 (absorption ^ 260 nm) correspond respectivement ^ 24 pmoles/ml de ribosomes 70S, 69 
pmoles/mi de sous-unite 30S et 35 pmoles/ml de sous-unite 50S. 

On obtient ainsi V = 44 ml, DO260 = 7620 soit une suspension contenant 2,4 g de ribosomes 70S qui, si 
necessaire. subit une filtration sterilisante et est ensuite r^partie en aliquotes, congeles dans I'azote liquide, 
puis conserves a -80*'C. 

EXEMPLE 2 : crdme pour le visage 



- suspension de ribosomes 0,5 g 

- acetate d'oieyle 2,0 g 

- alcoyle ptiosphate de potassium 2,0 g 

- palmitate d'ethyl hexyle 8,0 g 

- lanoline hydrogenee 5.0 g 

- triglycerides d'acides gras 4,0 g 

- stearate de sorbitan 1,0 g 

- polym^re carboxyvinylique neutralise 0,4 g 

- conservateurs 0,4 g 

- composition aromatique 0,4 g 

- eau purifiee q.s.p. 100 g 



EXEMPLE 3 : gel pour le visage 

- suspension de ribosomes 0,5 g 

- extrait glycolique Centella Asiatica 5,0 g 

- propylene glycol 5,0 g 

- polym^re carboxyvinylique neutralise 0,8 g 

- conservateurs 0,35 g 

- composition aromatique 0,1 g 

- eau purifiee q.s.p. 100 g 

EXEMPLE 4 : crdme pour le corps 

- suspension de ribosomes 0,2 g 
• stearate de glycerol 4,0 g 

- palmitate de sorbitan 6,0 g 

- perhydrosqual6ne 5,0 g 

- diisopropyle-cyclohexane 7,0 g 

- triglycerides d'acides gras 9,0 g 

- glycerine 5,0 g 

- conservateurs 0,35 g 

- composition aromatique 1,0 g 

- eau purifiee q.s.p. 100 g 
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EXEMPLE 5 : lotion tonique pour le visage 

- suspension de ribosomes 0,05 g 

- propylene glycol 5,0 g 
5 . - conservateurs 0,3 g 

- composition aromatlque 0,1 g 

- alcool ^thylique 10,0 g 

- eau purifi^e q.s.p. 100 ml 

10 EXEMPLE 6 : iait soiaire 

- suspension de ribosomes 0,1 g 

- filtres soiaires 5,0 g 

- huile de vaseline 10,0 g 
15 - cetearyl octanoate 9,0 g 

- huile de silicone 2,5 g 

- ether cetylique P.O.E. 2,0 g 

- slearate de sorbttan 1 ,0 g 

- conservateurs 0,35 g 

20 ' composition aromatique 0,5 g 

- eau purifiee q.s.p. 100 ml 

EXEitflPLE 7 : Emulsion multiple 

25 On chauffe ^ 80*^0 la phase aqueuse suivante, dite phase aqueuse interne : 

- eau demin^ralisee 26,52 g 

- methylparaben 0,1 g 

- sulfate de magnesium 0,28 g 

- glycerine 30°B 0,8 g 
30 - O-cymen-5-ol 0,04 g 

On chauffe s6parement la phase grasse suivante : 

- glyceryl isostearate 2 g 

- huile de ricin hydrog^nee polyoxyethylenee (7 moles) 0,2 g 

• triglycerides capriques (capryliques) 8,2 g 
35 - propylparaben 0,06 g 

• huile de silicone volatile 1.6 g 

On disperse la phase aqueuse dans la phase grasse a SO'^C en agitant vigoureusement 5 minutes. Puis 
on refroidit lentement jusqu*^ 25**C. 

On disperse ensuite cette emulsion primaire eau/huile dans la phase aqueuse suivante, dite phase aqueuse 
40 externe, en melangeant doucement ^ temperature ambiante : 

- eau demineralisee QSIOOg 

- lubragel MS (R) 15g 

- carbopol 980 (R) 0,03 g 

- tetrasodium EDTA 0,054 g 
45 - methylparaben 0,216 g 

- imidazolidinyl uree 0,216 g 

- hydroxyde de sodium pur' 0,125 g 

- suspension de ribosomes 0,5 g 

^ EXEMPLE 8 : emulsion a phase gemellaires 

On fait chauffer la phase grasse suivante d 80®C 

- atcool st^arylique 1,0 g 

- alcool c^tyllqu 2,0 g 
55 - cetearyl octanoate 4,0 g 

- polysorbate 60 4,0 g 

- sorbitan st^arate 4,0 g 

- caprylic caprique triglycerides 3,0 g 
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• beurre de karit§ 3,0 g 

- acetate d'oleyle 2,0 g 

- huite de silicone 0,5 g 

- tocopherols 0,05 g 

5 On fait chauffer la phase aqueuse suivante k 80^C 

- eau d^min^ralis^e QS 100 g 

- polym^re carboxy vinylique 0.3 g 

- conservateur 0,7 g 

- lubragel MS (R) 5 g 

10 - hydroxyde de sodium pur 0,3 g 

On disperse la phase grasse dans la phase aqueuse et on agite vigoureusement pendant 10 minutes. On 
refroidit ensuite lentement T^mulsion ainsi formee jusqu'd 25*'C, on y ajoute alors sous agitation mod^r^e les 
ingredients suivants : 

. suspension de ribosomes 0,05 g 
15 ' parfum 0,2 g 

EXEMPLE 9 : emulsion eau/silicone 

On chauffe d 60°C la phase grasse suivante : 
20 - eau demlneralisee 73,12 g 

- chlorure de sodium 0,8 g . 

- acide citrique pur 0,01 g 

- methylparaben 0,25 g 

- propylene glycol 2 g 
25 - O-cymen-5-ol 0,1 g 

On chauffe ^ 60°C la phase silicone suivante : 

- stearate d'isocetyle 3 g 

- arlacel 83 (R) 0,8 g 

- huile de ricin hydrog^nee 0,3 g 
30 . elfacos ST9 (R) 2.0 g 

- acetate d'oleyle (anti-lipase) 0,15 g 

- silicone DC 3225 (R) (DOW CORNING) 9,0 g 

- silicone volatile 4,0 g 

On disperse la phase aqueuse dans la phase silicone sous agitation moyenne pendant 10 minutes. On 
35 refroidit ensuite T^mulsion ainsi formee jusqu'd 25**C et on ajoute sous agitation faible : 

- melange de : 

. suspension de ribosomes 1 g 
. parfum 0,3 g 

40 EXEMPLE 10 : emulsion sans emulsionnant 

On chauffe d 80''C la phase grasse suivante : 

- huile de jojoba 4,0 g 

- polyisobutene 4,0 g 
45 - octyl stearate 4,0 g - 

- acetate d'oleyle 2,0 g 

On chauffe ^ 80**C la phase aqueuse suivante : 

- glycerine 30° codex 3,0 g 

- poiymere carboxyvinylique 0,45 g 
50 - lubrajel MS (R) 4.0 g 

- hydroxyde de sodium pur 0.055 g 

- conservateurs 0,55 g 

- parfum 0,20 g 

- eau demlneralisee 30,0 g 

55 On disperse la phase grasse dans la phase aqueuse sous une tr6s faible agitation et cisaillement elev6 

pendant 1/2 heure. On refroidit ensuite lentement I'emulsion ainsi formee Jusqu'^ 45*^0, on ajoute alors sous 
bonne agitation : 

- talc 3 g 

10 
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Quand la dispersion du talc est bien terminee, on continue d refroidir sous agitation lente. Quand la tem- 
perature est de 25**C, on ajoute sous agitation moderee : 

- eau d^min^ralis^e 30 g 

- suspension de ribosomes 0,05 g 
pr^alablement melanges. 

Puis on ajoute, sous la m§me agitation : 
- parfum 0,2 g 

EXEMPLE 11 : 

On prepare une Emulsion huile dans eau de la mani^re suivante : 
On chauffe a 80**C les composants de la phase grasse suivante : 

- st^arate de glycerol autoemulsionnabte (arlacel 165 (R) de la Ste ICI) 6 g 

- alcool c^tylique 1 g 

- sterol de soja 6thoxyl6 (generol 122 E 10 (R) de la Ste Henkel) 2 g 

- melange d'huile de vaseline et d'alcool de lanoline (amerchol U01 de la Ste Amerchol (R)) 3 g 

- petrGlatum et alcool de lanoline (amerchol CAB (R) de la St6 Amerchol) 1 g 

- huile de carthame 6 g 

- beurre de karite 3 g 

- propyl paraben 0,05 g 

Par ailleurs on prepare la phase aqueuse suivante que Ton porte ^galement a SO^'C : 

- eau demineralisde 60 g 

- sorbitol a 70 % 3 g 

- gomme xanthane 0,3 g 

- m^thylparaben 0,1 g 

Quand la gomme xanthane est bien dispersee. on ajoute la phase grasse a la phase aqueuse d SO^'C, et 
on agite vivement pendant 20 minutes. Lemulsion se forme. 
Ensuite on reduit I'agitation et on refroidit lentement I'emulsion jusqu'a 40''C. 

On y ajoute alors 2 g d'eau contenant 0,15 g d'imidazolidinyl uree, puis 0,3 g de parfum. A cette temperature 
on ajoutera 0,5 g de suspension de ribosomes. 

Etude de revaluation de I'action "stimulante" et "rdg^nerante" des ribosomes seion i'invention sur 
des keratinocytes d'dpiderme humaln. 

Les methodes in vitro permettent d'evaluer rapidement Tactivite de produits de synthese ou d'origine na- 
turelle : ceux-ci sont directement mis en contact avec leur cible cosmetique, les cellules du derme ou de Tepi- 
derme. 

a) Materiels 

Uactif cosmetique etudi6 est constitu6 par le produit de I'exemple 1 : la suspension de ribosomes. 

La leucine (marquage au de tous les carbones, activite specifique 11,7 GBq/mmole), et la thymidine 
(marquage au tritium sur le carbone en position 6, activity specifique 1,07 TBq/mmole) ont §te fournis par 
Amersham. 

Tous les r^actifs, milieux et additifs de culture ont 6t6 fournis par des soci^t^s commerciates telles que 
MERCK etGIBCO. 

MCA = Milieu de culture pour I'attachement des keratinocytes. milieu MEM/199 (75/25 % v/v ; GIBCO) addi- 
tionn^ de 50 Ul/ml de p^nicilline, de 50 \ig/m\ de steptomycine, de 10 % de s^rum de veau foetal, de 10 ng/ml 
de toxine chol6rique, de 5 iig/ml d'insuline bovine, de 0,4 |.ig/ml d'hydrocortisone, de 5 i^g/ml de choline et de 
8,5 ng/ml d*inositol. 

MCI = Milieu de culture pour I'incubation en presence des composes soit milieu MCA sans EOF ni s^rum de 
veau foetal (SVF). 

Milieu utilise pour le marquage des prot^ines par la ^^C leucine et de I'ADN par la thymidine : milieu 
MEM sans leucine (BIOPREDIC) additionne de 50 Ul/ml de p6nicilline, de 50 \xQ/m\ de streptomycine. de 6,3 
10-7 M de leucine radiomarqu6e (7,4 kBq/ml) et de 3,4 lO-^ M de thymidine triti6e (37 kBq/ml). 
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b) M6thode exp6rimentale 

Uactif cosm^tique a 6t6 filtre puis rajoutS dans le milieu MCI aux concentrations de 0.01 % et de 0,1 % 
(v/v). 

5 Le prel^vement de peau a et^ effectue selon les reconnmandations du Comite National d'Ethique sur une 

femme de 73 ans ("post mortem"). 

Les keratinocytes ont 6te obtenus par dissociation a la trypsine de I'epiderme. 

Les cellules, d'origine mammaire, ont ete utillsees au 36me passage. Elles ont ete ensemencees dans 
des plaques de culture ^ 96 puits, ^ raison de 7 10^ cellules par puits dans 0,1 ml de milieu d*attachement 
10 (MCA). Elles ont et6 cultiv^es pendant 1 jour et utilis6es avant confluence. 

L'actif cosm6tique a 6t6 mis en presence des cellules pendant 20 heures. Chaque condition expSrimentale 
a ete realisee en triplicate. Des cultures temoins ont ete effectuees en parallele, en Tabsence du produit ^ 
Tessai, soit dans le milieu MCI (culture temoin), soit dans le milieu MCA (culture temoin positiQ. 

Pour incorporation de leucine et de thymidine radio-marquees, les keratinocytes ont 6t6 incubus avec la 
15 leucine radiomarquee au ^^C et la thymidine tritiee pendant 4 heures. 

Les tapis celtulaires ont ete laves af in d'eliminer les precurseurs non incorpores puis comptes en scintil- 
lation tiquide. Les valeurs ont ete exprimees en dpm/puits de culture. 

c) Resultats : 

Les essais ont ete realises a deux concentrations de Tactif, 0,01 a 0,1 % (v/v), dans des conditions conven- 
tionnelles, c*est-d-dire dans des cultures effectuees sur un support plastique plan. 

Les effets du compose ont ete 6valu6s par la mesure de deux param^tres fonctionnels, la neosynth^se 
des prot6ines et la neosynthese d*ADN, apr^s 20 heures d'incubation. 

Le milieu d*incubation ^tait depourvu de serum de veau foetal (SVF) et de facteur de croissance ^pider- 
mique (EGF) pour faciliter la mise en evidence d'une stimulation cellulaire. 

Ueffet de Taddition de SVF et d'EGF dans le milieu de culture (t^moin positif) a et6 ^tudie en parallele. 

N6osynthese des proteines 

L'actif cosm^tique augmente significativement ce parametre aux deux concentrations etudiees, 0,01 et 
0.1 % (v/v). L'effet maximal, + 274 % par rapport aux cultures temoins, est obtenu k la plus faible concentration ; 
tl etait comparable k celui constats avec le temoin positif (tableau 1, figure 1). 

35 Incorporation de la thymidine dans TADN 

Uactif cosmetique augmente significativement ce parametre aux deux concentrations etudiees, 0,01 et 
0,1 % (v/v). L'effet maximal, +82 % par rapport aux cultures temoins, 6tait obtenu k la plus faible concentration ; 
il etait similaire ^ celui observe pour le temoin positif (tableau 1, figure 2). 
40 Ces r6sultats montrent done que dans les conditions experimentales retenues, l'actif cosm6tique a exerce 

un effet stimulant significatif vis-d-vis des keratinocytes humains, cette action cytostimulante etant maximale 
d la plus faible concentration essay^e, 0,01 % (v/v). 



12 



BNSOOCID: <EP_0631773A1_L> 



0 



EP 0 631 773 A1 



TABLEAU 1 : 



Incorporation 


de 




-leucine dans 


les 


proteines et de 


(•*H) -thymidine 


dans 1 


'ADN 


de keratinocytes en culture 


incubes pendant 


20 


heures en 


presence 


de 


1 'actif cosmetique 








Actif cosmetique 




Temoin 


Paramdtre 




Concentration (% 


. v/v) 


posit if 






0 




0,01 




0,1 




Neosynthese des 




1125 




4726 




3804 


4167 


proteines 




1107 




4391 




2743 


3721 






1396 




4450 




3111 


3526 






1209 




4522* 




3219* 


3805* 






+/- 




+/• 




+/- 


+/- 






162 




179 




539 


329 






(100) 




(374) 




(266) 


(315) 


N^osynthdse 




1254 




2689 




1993 


2253 


d'ADN 




1243 




2043 




1846 


2274 






1504 




2561 




1869 


2528 ' 






1334 




2431* 




1903* 


2352* 






>/- 




+/- 




+/- 


+/- 






148 




342 




79 


153 






(100) 




(182) 




(143) 


(176) 1 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



Les r^sultats sont exprimes en dpm/puits de culture. 

En caractdres gras : moyenne et ecart-type. 

Entre ( ) : pourcentage par rapport aux cultures t^moins. 

* Moyenne des groupes diff^rents du groupe temoin (p < 0,05) 
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1) Compositions cosmetiques ou dermatologiques pour les soins de la peau, caract6ris6es en ce qu'elles 
renferment des ribosomes extraits de cellules veg6tales, animales ou de micro-organ ism es. 

2) Compositions telles que definies ^ la r vendication 1, caract§ris6es en ce que les ribosomes sont ex- 
traits de microorganismes eucaryotes ou procaryotes, de bact^ries Gram~ choisies dans le groupe form^ par 
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Klebsiella pneumoniae. Hafnia, Escherichia coli. Klebsiella ozoenae, Enterobacler chloacae, Pseudomonas 
aeruginosa et Proteus ou de bacteries Gram^ telles que par exemple le Bacillus subtilis, Arthrobacter sp.. Lac- 
tobacillus ou le Staphylococcus tel que le Staphylococcus aureus. 

3) Compositions telles que def inies aux revendications 1 et 2, caracterisees en ce que les ribosomes sont 
5 extraits de bacteries Gram" choisies dans le groupe form6 par Klebsiella pneumoniae, Hafnia. Escherichia coli. 

4) Compositions telles que def inies aux revendications 1^3. caracterisees en ce que les ribosomes sont 
extraits de la souche Klebsiella pneumoniae deposee d Tlnstitut Pasteur ^ Paris sous le numero 1-163. 

5) Compositions telles que definies aux revendications 1 a 3, caracterisees en ce que les ribosomes sont 
extraits de la souche d'Hafnia d6pos6e d Tlnstitut Pasteur a Paris sous le numero 1-868. 

10 6) Compositions telles que definies aux revendications 1 a 3, caracterisees en ce que les ribosomes sont 

extraits de la souche d'Escherichia coli. deposee ^ Tlnstitut Pasteur d Paris sous le numero 1-870 ou de la 
souche MRE600 du Microbiological Research Establishment, Salisbury, England. 

7) Compositions telles que definies aux revendications 1 a 6. caracterisees en ce qu'elles renferment 
5.1 % d 1 % en poids d*une suspension de ribosomes extraits de micro-organismes ou cellules d*organlsme 

15 superieur. 

8) Compositions telles que definies aux revendications 1 a 7, caracterisees en ce qu'elles renferment 0,005 
% ^ 0,05 % en poids d'une suspension de ribosomes extraits de micro-organ ismes. 

9) Compositions telles que definies aux revendications 1^8, caracterisees en ce qu'elles renferment 0.01 
% en poids d'une suspension de ribosomes extraits de micro-organismes. 

20 10) Compositions telles que definies aux revendications 1^9, caracterisees en ce que les ribosomes ex- 

traits de micro-organismes sont prepares selon les etapes successives suivantes : 

- culture sur un milieu liqulde ou solide de la souche de micro-organismes. 

- recolte apres complet d6veloppement des micro-organismes, 

- lyse des micro-organismes, 

25 et traitement de ce lysat par centrifugation, precipitation au sulfate d'ammonium. centrifugation, tami- 

sage moleculaire, precipitation au PEG 6000, centrifugation et dialyse de la solution obtenue. 

11) Compositions telles que definies aux revendications 1 e 10, caracterisees en ce qu'elles presentent 
sous forme de preparations liquides ou solides ^ usage topique. 

12) Compositions dermatologiques telles que definies aux revendications 1 a 11 , caracterisees en ce qu'el- 
30 les renferment des ribosomes extraits de microorganismes et le cas echeant un ou plusieurs des produits choi- 

sis parmi I'acetate d'oieyle, I'extrait sec titre de Centella Asatiaca, I'huile d'onagre, les acides amines. 

13) Compositions cosmetiques telles que definies aux revendications 1 d 1 1 . caracterisees en ce qu'elles 
se presentent sous forme de creme, gel, lait, lotion, emulsion, savon liquide, pain dermatologique ou sham- 
poing. 

35 14) Compositions cosmetiques ou dermatologiques telles que definies aux revendications 1 a 11. carac- 

terisees en ce que leurs excipients sont adaptes ^ I'application sur le visage, le cou et les mains. 

15) Application a titre de produit cosmetique de compositions caracterisees en ce qu'elles renferment des 
ribosomes extraits de micro-organismes. 

16) Methode de traitement cosmetique de regeneration et de lutte contre le vieillissement de la peau ca- 
40 racterisee en ce que Ton applique sur la peau une quantite suff isante d'une composition cosmetique telle que 

definie selon I'une quelconque des revendications 1 ^ 11. 

17) Utilisation de ribosomes extraits de micro-organismes ou cellules d'organisme superieur comme fac- 
teur de croissance cellulaire in vitro. 

18) Utilisation de ribosomes extraits de micro-organismes comme facteur de croissance de culture de ke- 
45 ratinocytes in vitro. 
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